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論 文 内 容 要 旨
序 論
魚介類のもつ生体機能調節作用は最近注 目されるようになってきた。一般に魚介類
の脂質はエイコサペンタエン酸(EPA)やドコサヘキサエン酸(DHA)などの高度不飽和脂
肪酸(HUFA)に富むものが多い。魚油、とくに血一3系HUFAの生体機能調節作用に関する研
究では、その機能として、血小板凝集抑制作用、血中 トリグリセ リー ド低下作用 が明 ら
かにされ 、血栓症や動脈硬化の予防にも期待がもたれている。 しか し、HUFAは酸化さ
れやすく容易に劣化するとい う弱点 も持ち合わせている。脂質の酸化程度の判定には
過酸化物やそれからの二次生成物が測定されているが、これ らの測定は器機によるこ
とが多く、それには繁雑な操作が必要であ り、より簡便な判定法の開発が望まれてい
る。一方、酸化による脂質の劣化を抑制するためにいろいろな手段が講 じられてきた
が、魚油の酸化に対 しては、酸素を遮断するか、抗酸化剤を用いるかの二つの方法が
とられている。一般に食品では後者によるものが多く、その際に効力や安全性が重要
であ り、効果の優れた安全性の高い抗酸化剤の開発も強く要望されている。
以上のことか ら、'本研究では、まず魚油酸化度の簡便な判定方法を開発 し、この方
法を用いて、天然物などの脂質酸化過程における異臭発生の抑制効果を調べることで、
抗酸化物質を探索 した。その結果、ステ ビア5むθ7f∂畑加αゴ抽朋Bentoni(パラグアイ
原産)の 抽出物に新たに高い抗酸化活性のあることを認めた。.そこで、.このものの抗
酸化効果と作用の機構にっいて検討 し、伺抽出物の水産加工品への利用を試みた。
第一章 魚油酸化度判定法の開発 とその応用
酸化過程の初期に発生する臭気成分に着 目した。一般に臭気成分の分析、評価には、
五感による官能的方法 と器機分析による方法がとられている。前者のヒ トの嗅覚に頼
る方法では迅速な評価が可能であるが、再現性や客観性に乏 しい。一方、器機による
評価では微量成分の特定と定量性に優れているものの、操作が繁雑な うえ各種の高価
な試薬や器機を必要 とし、簡便性 と迅速性に欠ける。
そこで、簡便、迅速で客観性に富む評価方法 として、極く微弱な臭気を定量的に捕
らえる金属酸化物半導体を内蔵 したポータブル型ニオイセンサー(以 下 ニオイセンサ
ーという、図1)による魚油酸化度判定法について検討 した。
第一節 酸化度判定法の確立
マイワシ油の所定量をガラスシャーレにとり、これをガスバ リア～型の袋に入れ、
一旦真空包装 し、これに空気100mlを注入 し、40℃に保存中に発生する臭気、過酸化物
価(PV)を経時的に測定 した。臭気は、ニオイセンサーによるニオイ濃度値 として表
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した。
1PVとニオイ濃度値 との関係
ニオイ濃度値 とPVの上昇傾向は5日までよく一致 した。その後、ニオイ濃度値のみ8
日まで増加を続けた(図2)。すなわち、PV1200meq/kg以下であれば両者の増加傾向はよ
く一致 し、・両者の間に高い相関関係が認められた。このようにニオイセンサーによる
と、酸化初期に発生する僅かなにおいも測定でき、かっPVにより判定される誘導期を
も判断す ることができた。 さらに酸化過程で、PVが低下 した後までもニオイ濃度値は
上昇 し、この方法によれば、広い範囲で酸化度の判定が可能である。
2ガ スクロマ トグラフ(GC)による分析結果 とニオイ濃度値の関係
ニオイ濃度値がにおい成分の変化を反映 していることを確認するため、酸化過程に
おける試料か らのにおい成分を含むヘ ッドスペースガスをGCに供 した結果、揮発成分
量とニオイ濃度値 との間には広い範囲で高い相関関係が認められ、ニオイ濃度値は酸
化過程におけるにおい物質の経時変化をよく反映 していた(図3)。
3ニ オイセンサーによる抗酸化剤の評価
α一トコフェロール(Toc)、B融、粗カテキンなど既存の抗酸化剤の効果をニオイセ
ンサーにより調べた。その結果、PVとニオイ濃度値の経時変化はよく一致 し(図4)、
ニオイ濃度値が抗酸化効果の評価に利用できることが確認 された。
第二節 新判定法による天然抗酸化剤の探索
ニオイセンサーによる脂質酸化度判定法により、天然抗酸化物の探索を試みた。以
下にそれ らの抗酸化効果について述べる。
1茶 抽出物の抗酸化効果
緑茶及び ウーロン茶の抽出物の抗酸化効果を調べた。その結果、いずれの茶でも、
メタノール抽出物の抗酸化力が最も強く、エタノール抽出物、熱水抽出物がこれにつ
いでいた。 ウーロン茶エタノール抽出物か ら液一液分配により得 られた水溶性画分に、
強い抗酸化活性が認められた(図5,6)。
2グ リシンの抗酸化効果
グ リシンは水産無脊椎動物エキスに比較的多量に含まれ、特にホタテ貝柱のエキス
では遊離アミノ酸の大部分を占め、貝柱煮汁中に高濃度に存在するが、現在ほとんど
利用されていない。そこでこのものの抗酸化効果を調べた結果、誘導期をすぎてから
一のニオイ濃度値、PVの上昇は添加 レベルにより大きな違いが認められ、1000ppmを越え
る添加ではかえって酸化を促進 し、これにα一Toc200ppmを添加すると抗酸化効果は改
善され、両者の併用効果が認められた。酸化を最も抑制 したのは430ppmの添加であっ
た(図7)。
3ス テ ビア抽出物の抗酸化効果
近年、香辛植物 と生薬の抗酸化性物質の探索が進められているが、そのものの香 り、
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辛味や色などか ら、そのままの使用には制約されるものもある。そこで、健康飲料と
されているステ ビア抽出物の抗酸化効果を調べた。
製造方法の異なる5種の うち、4つの抽出物の添加(固 形物 としてO.1%一1.7%)に
より、40℃、16日後においてもマイワシ油のPV及びニオイ濃度値の上昇は全 く認めら
れなかった(図8)。D砿の割合の高いマグロ油に対 して、さらに低添加 レベルにおい
て抗酸化効果が認められた。
第二章 ステビア抽出物の抗酸化効果
各種茶様飲料に代表 され る多 くの植物熱水抽出物が古 くから健康維持のために、多
くの国 ぐにで飲用 されてきた。近年、ステビアは低カロリーの植物性甘味料 として注
目を集めるようになり、現在、中国で大量に栽培 している。 日本には1970年に導入 さ
れ、最近では健康飲料、土壌改良剤、家畜飼料、植物栽培など広い範囲で使用 されて
いる。本章では第一章で強い抗酸化活性を示したステビア抽出物の魚油及び リノール
酸に対する抗酸化作用の特徴、有効画分の分離 と精製、有効画分の抗酸化効果及びそ
の抗酸化作用の機構 について調べた。
第一節 ステ ビア抽出物の魚油及び リノール酸に対する抗酸化効果
1ス テビア抽出物の魚油及び リノール酸に対する抗酸化効果
1)粗抽出物の魚油に対する抗酸化効果
ステビア粗抽 出物を1000ppm添加 した場合、図9に示 したように茎及び葉+茎粗抽出物
の抗酸化指数は葉粗抽出物及び緑茶熱水抽出物のそれ らの4乃至5倍を示 し、茎を含む
粗抽出物に高い抗酸化効果を認めた。
2)ステ ビア抽出末の魚油に対する抗酸化効果
魚油に対 してステビア抽出末(抽 出物の乾燥粉末)を100から2000ppm添加 した場合
の抗酸化効果は濃度依存的に向上 し、200pPm添加の抗酸化指数は100PPm添加のそれの
約3.3倍とな り、2000ppm添加により酸化をほとんど阻止することができた。さらに、
ステビア抽出末は α一Toc及び緑茶熱水抽出物より高い抗酸化効果を示 した(図10)。
3)ステ ビア抽出末の リノール酸に対する抗酸化効果"
リノール酸の酸化反応溶液にステ ビア抽出末を20ppmから2000ppm添加 した場合、そ
の抗酸化効果は広い範囲で添加量の増加に伴い向上 した。 とくに200ppm以下において
は添加量に対す る抗酸化指数の上昇は著しく、200ppm添加では20ppmの約7倍の効果を
示 した。 さらに、2000ppmでは、70℃、6日後においても、酸化はほとんど進行 しなか
った(図11)。
2ス テ ビア抽出末 とBHTのリノール酸に対する抗酸化効果の比較
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リノール 酸 酸 化反 応 溶 液 に ステ ビア抽 出 末及 びBHTをそれ ぞれ40ppm,200ppm添加 した
場 合 、 ステ ビア抽 出末 の抗 酸 化 指 数 は40ppm添加 で は 、BHTのそれ の約3分 の2で あ った
が 、200ppm添加 で は 、BHTに遜 色 の ない値 を示 した(図12)。
3 .α一Toc及び クエ ン酸 との併用 効 果
ス テ ビア抽 出末 と α一Toc及び クエ ン酸 の併 用 に よ り、そ れ ぞれ の単 独 添加 の場 合 よ
りも α一Toc並び に クエ ン酸 の併用 に よ る抗 酸 化効 果 の向 上 が認 め られ 、 前者 の併 用 が
高 い効 果 を示 し、それ らは両者 の相 加 的 な もの で あ った(表1)。
第 二節 ステ ビア抽 出物 の抗 酸 化 画 分 の分 離 と精 製
1透 析 に よる分離
分 子 量500以下 の透 析 外 液 に固形 物 の65%が回収 され 、 この もの の 抗酸 化 指 数 は 内液
のそれ の約3倍 と高 く、 ス テ ビア抽 出末 の抗 酸 化 物 質 は 主 に外液 に存 在 した。
20DSカ ラム に よる抗 酸化 成 分 の 分 画
透 析 外 液 をODSカラム で水 溶 出(GF1)、30%メタ ノー ル 溶 出(GF2)及び60%メ タ ノ
ール 溶 出(GF3)に分 画 した。 これ らの画 分 の抗酸 化 効 果 はGF1が最 も強 か っ た。 この
GF1をODSカラム で再 分 画 した もの の リノール 酸 に対 す る抗 酸化 効 果 は、 画分 に よ り大
き く異 な り、最 も高 い抗 酸 化 指数 を示 したの はFr18であ る(図13)。
3薄 層 ク ロマ トグ ラフ(TLC)に よる精 製
GF1の活性 画分 か らTLCで分離 され た38スポ ッ トの うち 、Frl8からの 二つ が リノ ール
酸 に対 して最 も強 い抗 酸 化活 性 を示 した(図14)。
同様 に分離 され たGF2及びGF3のス ポ ッ トの リノール 酸 に 対す る抗 酸化 効 果 はGF1のも
の よ り低 か った。
GF1、GF2及びGF3には 、そ れ ぞれ ポ リフ ェ ノール の 存在 が確認 され た が 、最 も強 い 活
性 を示 したFr18の二つ のス ポ ッ トに はポ リフェ ノー ル は検 出 され な か った。
4カ リウム含 量
抗 酸化 効 果 の 高 いFr18(GF1起源)に は 高含 量 の カ リウムが存 在 してい た。
ス テ ビア抽 出 末 の分 画過 程 にお け るカ リウムの動 き を調 べ た とこ ろ、 そ の4分の3は
GF1に存在 し、 この うち の約2割 がFr18に見 出 され た(表2)。
第 三節 精 製 画分 の抗 酸化 効果
1Fr18のカ リウム の抗 酸化 効 果 に及 ぼす 影 響
有 効 画 分 に含 まれ るカ リウム の抗 酸化 効 果 に及 ぼす 影 響 を知 るた め に、 まず イ オ ン
交 換 ク ロマ トグ ラ フに よ りFr18のカ リウム を分 画 し、 カ リ ウム含 量 の大 き く異 な る
Fr18a(20ppm)とFr18b(4000ppm)を得 た。Fr18a、Fr18bはと もに ほぼ 同等 の抗 酸化
効 果 を示 したが 、 も とのFr18の2分の1以 下 で あ った。 両者 を合 わせ た もの の抗 酸化 指
数 は も との5分 の4程度 を示 し、 カ リ ウム が抗 酸 化 効果 に寄 与 してい る こ とが窺 わ れ た。
2無 機 塩 の抗酸 化 効 果
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Fr18にはカ リウムのほかに僅かのナ トリウム、カルシウム、マグネシウム、硫黄及
び リンが存在 した。 これ らについて調べたところ、カリウム塩に高い抗酸化効果が認
められた。
供試 したカ リウム塩の うち高い抗酸化効果を示 した炭酸カリウムを40ppmから2000p
pm(カリウム濃度)の 範囲で リノール酸酸化反応液に添加 した場合、低添加 レベルで
は添加量の増加に伴い、抗酸化指数は著 しく上昇 し、500ppmを越えると上昇傾 向は鈍
化 した(図15)。
なお、抗酸化効果の現れない程度のカ リウムをさきのFr18a(低カ リウム画分)に 加
えると、抗酸化効果は上昇 し、Fr18の抗酸化効果の発現へのカリウムの関与が再確認
された。
また、炭酸カ リウム とα一Tocの併用により抗酸化効果の向上が認められた。 しか し、
クエン酸ではこのような効果は示 されなかった。
第四節 抗酸化作用の機構
ステビア抽出末の0.4ppmから40ppmの添加範囲でラジカル捕捉効果を調べたところ、
24ppm以下では直線的に捕捉率は上昇 し、それ以上では上昇は鈍化 し、40ppmの捕捉
率は79%で、強い捕捉効果が認められた(図16)。
40ppmの添加におけるBHTとα一Tocのラジカル捕捉率 とステビア抽出末のそれ とを比
較 した結果、これ らはほぼ同等の捕捉力を有っことが確認 された。
有効画分のなかでは、Fr18は最も高いラジカル捕捉効果を示 した。また、炭酸カ リ
ウムのラジカル捕捉効果を調べた結果、捕捉率は30ppmまでは直線的に上昇 した
(図17)。
スーパーオキシ ドの捕捉率はステ ビア抽出末40ppmで16%を示 したが、Fr18及びカリ
ウムに捕捉効果は確認 されなかった。
ステビア抽出末及びFr18には金属キレー ト作用は認められなかった。
以上のことか ら、ステビア抽出物の抗酸化作用は、主としてフ リーラジカルの捕捉
によるものと判断 された。'、
第三章 ステビア抽出物の水産食品への利用
水産加工品では、保存中の油脂の酸化及び異臭の発生の防止が求められてお り、な
かでも乾製品では脂質の酸化、油焼けが しば しば問題になる。そこで本章では、乾製
品及び魚油を大量に配合 した新規の機能性素材へのステ ビア抽出物の添加効果につい
て調べた。
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第一節 魚類乾製品への利用
ステビア抽出末200ppm溶液に浸漬 したあじ干物の10℃保存では、対照区と試験区の
ニオイ濃度値は6日まで差はなかったものの、11日後には、試験区の値は対照区のそれ
の3分の2程度 と低かった(図18)。一方、PVの経時変化はニオイ濃度値のそれ と異な
り、対照区のPVは保存の初;期か ら上昇 したが、試験区では4日以降にPVの上昇が認めら
れた。
40℃に保存 したさんま干物では、対照区のPVは速やかに上昇 したが、予めステビア
抽出物400ppm溶液に浸漬 した試験区ではPV上昇の抑制効果が明らかに認められた(図
19)o
α一Tocが添加 されていた市販の煮干 しかたくちいわしでは、40℃保存下で、α一Toc
の減少は速やかであったが、ステ ビア抽出物の噴霧により、α一Tocの減少を遅 らせる
ことができた(図20)。
第二節 魚油配合す り身製品への利用
魚油を約30%練り込んだ配合す り身に抗酸化物質を添加 して5℃に保存 した=場合、無
添加対照区を含め、いずれ もPVの上昇は認められなかったが、対照区のニオイ濃度値
は6日以降速やかに上昇 した。 これに対 し、抗酸化物質添加区では、ニオイ濃度値の上
昇が抑えられた。 なかでも緑茶メタノール抽出物は上昇を著 しく抑制 した。粗カテキ
ン、ステ ビア抽出末の臭気抑制効果は緑茶メタノール抽出末に比べて弱いが、ステ ビ
ア抽出末1000ppmの抑臭効果は粗カテキン200ppmのそれ とほぼ同等であり、緑茶メタノ
ール抽出物200ppm区につ ぐものであった(図21)。
20℃の保存では対照区のニオイ濃度値の上昇は5℃におけるそれよりも速 く1日目以
降に認 められた(図22)。5℃の場合 と同様に緑茶メタノール抽出物は最 も強い抑臭効
果を示 し、ステ ビア抽出末、粗カテキンの効果はこれについでいたが、緑茶メタノー 『
ル抽出物 とステビア抽出末の差は僅かであった。PVは対照区で4日目以降僅かに認めら
れたが、抗酸化物質の添加はこれを完全に抑えた。
第四章 総合考察
食品の品質劣化の原因の一つに脂質の酸化があげられ、特に不飽和脂肪酸を多 く含
む水産食品の脂質は酸化 しやす く、異臭の発生や変色による可食:性の低下が しばしば
問題になる。食品のみならず、生体内における酸化反応抑制には種種の手段が とられ
ているが、食品の酸化防止はもとより、生体内で抗酸化機能を発揮するような物質が
求められている。
本研究で用いたニオイセンサーは官能的にやっと感知できる程度の臭いか ら強度な
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臭いまで測定することが可能であ り、これにより測定されたニオイ濃度値はPVともよ
く相関 し、酸化により発生する僅かな臭気をも定量的に捕 らえ、誘導期をも判断する.
ことができた。本法は繁雑な操作を全 く必要 とせず、瞬時に魚油の酸化度を測定でき
る点で優れてお り、油脂の品質管理や酸化制御の判定な どに広 く応用できるものと考
えられる。
ニオイセンサーによる酸化度判定法により、グリシンの魚油に対する抗酸化効果を
明らかにした。 これは新 しい知見であり、ホタテガイの煮汁中に多量に含まれるグリ
シンの利用が図 られれば、未利用資源の有効利用の面か らも有意義なことと考える。
ステビアの葉 より茎の抽出物に高い抗酸化効果を認め、この効果はBHTやα一T・cに匹
敵するものであった。これまで葉の抽出物は甘味料 とされてきたが、これにより未利
用の茎の新 しい用途に発展するであろう。
ステビア抽出物に含まれる抗酸化作用をもっ物質については、同定までには至らな
かったが、ここには多量のカ リウムが存在 した。 このカ リウムは有効画分の抗酸化効
果に寄与 していることが窺われた。 さらに、カ リウム塩のなかでは、炭酸カ リウムに
強い抗酸化作用のあることを認めた。 これは全く新 しい知見である。
ステビア抽出物の抗酸化作用は主 としてフリーラジカルの捕捉によるもので、副次
的にスーパーオキシ ドの捕捉 も観察された。
ステ ビア抽出物を微量添加 した飼料で飼育されたニジマス稚魚では、生体内でのブ
リーラジカルの発生を抑制するとい う報告があり、ステ ビア抽出物は食品の酸化防止
に加えて、生体内での抗酸化作用にも期待がもてる。
ステビア抽出物はあじ干物及びさんま干物に対 して抗酸化効果を示し、味覚に影響
しない程度の添加 レベルで抗酸化作用が発現 した。 このように、ステビア抽出物の水
産加工品への保存料 としての利用、機能性を付与 した食品への応用など幅広い用途が
示唆 された。
また、マイワシ油を約30%練りこんだす り身にステビア抽出物を添加 したところ、
油脂の酸化抑制だけでなく、油脂の酸化を伴わない臭気の発生をも抑制 し、ステビア
抽出物の新 しい用途への発展が期待できる。
食品のような多成分系ではその抗酸化機構はより複雑であるが、本抽出物 も自動酸
化の初期に生成するペルオキシラジカルを捕捉 して不活1生な物質に変えることによっ
てラジカル連鎖反応が中断 したものと考えられる。
本研究において、ステビア抽出物 と二、三の天然物由来の抗酸化物質を見出すこと
が出来た。 さらにステビア抽出物有効画分の一部を精製 し、その抗酸化機構を解明し、
カリウム及び、同定はできなかったものの低分子の未知物質による抗酸化効果の発現
が確認できた。 これ らの成果をさらに発展させることにより、水産食品へのステビア
抽出物の利用が図られるであろう。
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表1ス テ ビア抽 出末 とα一Toc及びクエン酸 のリノール酸に対する
抗酸化効果(70℃,10日)
添加試料
ス テ ビア
抽 出 末
(40ppm)
(a)
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(b)
ク エ ン 酸
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抗酸化指数 32 50 36 T6 47
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対 する抗酸化効果(フ0℃,6日)
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図14TLCに よ り分離 した各ス ポ ッ トの
リノール酸に対す る抗酸化効果
(70。C,4EI)
濃度 ステ ビア抽 出末2QOOppm相当
表2ス テ ビア抽出末及び各画分のカ リウム含量
ステ ビア抽出末の
固 形 物 カ リウム カ リウムに
画 分 (s) 含 螢 対する割合
(%) (%)
ステ ビア抽出末 z.o 13.4 ioo
透析外液 z. 17.1 8'1.9
透析内液 0.62 3.9 7.9
GF1 0.89 24.1 75.5
Fr18 o.zb 17.2 16.7
Fr1814 O.正7 1.3 o.s
Fr18A o.oso 47.1 15.6
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図15炭 酸カ リウムの リノール酸 に対す る
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図21魚 油配合す り身のニオイ濃度値 の変化(5℃)
磁 トー 粗 カテキン200ppm
一くトー 緑茶メタノール抽出物200ppm
+緑 茶 メタノール抽出物1000ppm
+ス テ ビア抽出末200pp滋
+ス テビア抽出末1000ppm
一+一 対照区
600
翠
麺…
震
11
200
0
02468
保存期 間(日)
図22魚 油配合す り身のニオイ濃度値の変化(20℃)
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論 文 審 査 結 果 要 旨
近年の疫学調査などから,魚食の成人病予防効果が示され,と りわけエイコサペンタエン酸や ドコ
サヘキサエン酸など高度不飽和脂肪酸に富む魚介類脂質の心筋梗塞や脳卒中な どの血栓症の制御効果
は成人病予防の面から広 く関心がもたれている。 しか し,この高度不飽和脂肪酸は極めて不安定な化
合物で容易に酸化 し,異臭の発生やときには有毒な酸化2次 生成物を生成するなど,高度不飽和脂肪
酸が効果を発揮するためには解決すべ き課題も多い。
本研究は,これ らの問題解決のために,まず脂質酸化度を判定する簡便な方法を開発した。すなわ
ち,脂質の酸化初期に発生する僅かな臭気に着 目し,金属酸化物半導体を内蔵するニオイセンサーに
よりこの臭気を定量的に観測する方法を確立 した。この結果はガスクロマ トグラフィーによる評価と
よく一致 し,1試料につき10秒程度で酸化度の判定が可能にな り,再現性も高 く繁雑な操作を必要と
しない優れた方法であることが確認 された。
この方法により,天然物からの抗酸化物質を探索 し,ステビア抽出物に強い抗酸化作用を見出した。
ステビアは,そ の葉が甘味料 として使われているが,今 回抗酸化効果を示 した画分は現在使用されて
いない茎からの熱水抽出物に含まれていた。
この有効画分は低分子で極性の高い水溶性物質であ り,精製を重ねるうちに有効画分にカリウムの
蓄積が観察された。ここで,カ リウム塩の抗酸化能を調べたところ,炭酸 カリウムに強い抗酸化作用
を認め,それが α一トコフェロールにより増強されることも示された。このような現象は全 く新 しい
知見であ り注 目される。また,ス テビア抽出物の有効画分にはカリウムと相乗効果を示すものが含ま
れてお り,その抗酸化機構は,主 としてフリーラジカルの補足によるものであることを明らかにした。
さらに,低 濃度のステビア抽出物の使用により,水産加工品の保存中における脂質酸化の抑制に有効
であることも示された。
以上のように,本研究は,新 たに確立 したユニークな脂質酸化度評価法によリステビア抽出物に強
い抗酸化作用を認め,こ の有効画分を精製 し,その作用機作並びに水産加工品への応用に至る広範な
内容を含み,かつ新 しい知見も示された。 よって審査員一同は,著者に学位(農 学)を 授与するに値
するものと判定 した。
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